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chapter 7 
a-- 
inVaviCal microscopy, tmmunohisrochemls$ry and qRT-PCR, and in vStro an cultured endothellal cells 
by m e a s  of EACS-analysis and qRT-PCR The angiogenesis inhibitors a n m e x ,  endostatin a d  
angos ra~n ,  and also the chemotherapeuuc agent paclitaxel were found to simlfic;ant!y sdrnulalie 
leukocyte-vessel wall interactions by circumvention of endothelid cell anergy in viva, i.e. by 
upregulation of endotherial adhesion molecu!es in tumor vessels. This was confirmed by in jiltro 
studies on cultured endotbellal cells at the protein and m W A  levels. The new angiostasic designer 
peptide anginex was mosr potent at overcoming endothellal cell anesgy~ The enhanced leukocyte- 
vessel interactions led to an increase in the numbers of tumor Enfiltrating leukocytes. While mgiinex 
inhibited tumor growth and microvessei density (MVD) signjSiicarntYy, the amount of infiluating 
leukocytes (CD45), as well as the number of infiltrated CD8+ cytotoxic T-lymphocytes, was 
enhanced markedly. The resultr described in this chapter indjcace that not all angjogenesis inhibitors 
tested showed the same inflammatory response. The angogenesis inhibitor TNP-470 was not able 
to increase leukocyte-vessel wall interactions in tumor vessels. Treatment of mice with the 
chemotherapeutic agent cyclophospharnide did induce an increase in leukocyte-vessel wall 
interactions in tumor vessels, but this effect did not reach the Level of significance. The results 
presented In [his chapter suggest that immunotherapy srrate@es can be improved by combination 
with and-angogenic and chemotherapeutic agents. 
In AIDS-associated Kaposi's sarcoma lesions, an angio-proliferative tumor, the level of leukocyte- 
vessel wall intesacljons appears to be high with prominent infiltration of monocytes and T-cells. Thls 
is in contrast to the situation In other hUmQrS, where immune surveillance is low (see above]. In 
h e  study described in chapter 4, we show that the MIvl  Tat protein [a regulatory protein of H N  
1 released by infec.ted cells) and TNFa (a cytokine increased in sera and tissues of HIV-1-infected 
patients) synergjstically stimulate the adhesion of leukocytes to endothelial cells in vitro as well as 
if? v l v .  This effect is seiecriwely mediated by HIV-1 Tat, since HlVl Nef, another HIV-1 regulatory 
protein, and the MIV-1 envelope protein gp41, had no effect. In vl&m adhesion assays with peripheral 
blood mononuclear cells (BBMC) and quantitative cell type analysis of adherem cells by FACS 
demonstrated that WIV-I Tat selectively activates the adhesion of T-cells and monocves, but not of 
B-cells. InWavjtal microscopic studies in mice confirmed the synergistic achvity of HIV-1 Tat and 
TNFa on leukocyte adhesion to the endothelium in vivo. These data indicate that HlVl Tat in 
combination wilh TNFa may contribute to ithe vascular damage and cardiovascular diseases obsewed 
in AIDS patienw, and also to Che prominent extravasacian of Tcells and rnonocytes which is a key 
process in h e  for~nallion and progressiatz ol Kaposi's sarcoma lesjons. 
The role of a Zlutnor imrntine infiltrate in cancer progression and metastasis has freguenlly 
been debated. Although often considered to be associated with i~nprowed progt~osis and leading to 
enlaanced survival or cancer patients, inflammato~y cells have also been described to assist the 
capability of the tumor to progress, proliferate and metastasize. Tumor associated macrophages 
[TAMS), for example, have been show to be sy~nbiotically related to tumor cells. Tumor cells recruit 
TAMS and provide them with survival factors, whiie TAMS in turn produce a variety of angogenic 
Eacrors i n  response to lhe t~~rnlor microenvironment. Chaptar 5 reviews the research an  the 
composition of i~nmune ~mfiltrates in tumors, and on the anglogenic and angiostaric properties of 
the inhlrated i n ~ ~ n u n e  c lls. Special emphasis is on the angiogenesis-associated actiWes of TAMS. 
Although little Is ltnown on the angiostatic properties of TAMS, they are reported to produce several 
augiostatic compounds, suclz as 1L- J 2, 11.-18 and matrix metalloproteinase-112 [MMP- 121. In contrast, 
more research has focused on their angiogeniic properties 1a.o. production of 1L-1, VEGF' 1L-8, hFCF, 
TNFa and MAW-91, which will hopefully raise new opporiwnilties to counteract these actjvities in 
order to treat cancer: The develloprnenr of immune and gene therapies using TAMS to mediate tumor 
cytotoxicity or to deliver gene constructs is also discussed. The ablLlty oof macrophages to inhitrake 
tumors ran be used to develop immuna&erapeulii3 appraashes For cancer treat.11'1enu. Since 
irnmunothiacrapy has so Far nor been as effective 8s aneiclpated, a cornbinatlen therapy in which 
anggostztic agenrs are used as well is put forward as a novel skate8 to treat caa?iceb: 
In cancluslon, inhaition of angiogenesis is a promising approach tor aeament of cancer and 
various other diseases like diabetes, rheumatoid arthritis, and cardiovaaulac diseases. hg l~s l adc  
factors not only inhibit tumor vessel formatlora, indurlng tumor sta~vadan, but they also modulate 
ieukacyte-vessel wall interactions, making the tumor more vulnerable &a immune attack. A 
combination of angostatic Weat~nent with corivenlional ulzrnunarl~erapy sbategies represen& a 
promising way to imprave cancer therapy. 
-- 
Sarnet? va fr/r?& 
- 
SMWARING 
In dit proefschrift wordt de lwisselwerking tussen mmor angiognese en het immuunsysfeern 
beschreven. De nadruk ligt hierbij op de interacties die leukocyten (witte bloedcellen) aangaai? met 
de bloedvat wand. In de wemerse wereld is kanker &@n van de voornaamste doodsoorzakeia. Daarom 
is het belmgjjlc om de verschillende processen die betrokken zijn hij het. oi-mfstaan van een ruil-ior 
z.0 goed mogelijk te begrijpen, en deze kennis te gebsujken voor het ontwikkelen van nieuwe 
therapieën tegen deze ziekte. De vorming van nieuwe bloedvaten die een tumor van bloed gaars 
voorzien (angio-nese) is noodzakelijk voor de groei van de rumor eiz maakt tevens nxetastasering 
van de rurnor rnogelqk. Daartegenover slaat dar de aanwezigheid van bioediraren in een tumor er 
ook toe leidt dar cellen uit het immuunsysteem in de tumor kunnen doord~lngen. Veel tuinoren 
zijn dan ook gelnfiltreerd met leukocyten. Echter, de immuunrespons van deze leukocyteia legen 
de  tumor blijkt vaak erg zwak te zl]n en niet in staat om de tuinor te vernietign. Dit suggereert 
dat tumoren mechanismen hebben ontwikkeld om te ontsnappen aan her irnmuur-isysreerrr. Met doel 
van de studies die in dit prwoefsctnniEt zijn beschreven was dan ook om de relatie te onderzoeken 
die bestaat tussen tumor angiogenese en de  werldng van het in~nliuunsyst~em in tumoren, om via 
deze weg bij te dragen aan de onlwvikkeliilg van een nieuwe behandelmethode tegen kanker: 
Het eerste hoaJdstakverschaft achtergondinf~rmatk omtrent de verschillende onderwerpen 
die In dit proefschrift aan bod komen. Nlereersr wordt er een overzicht gegeven van de angiogenese 
cascade en her proces van leukocyt-vaamand interaches. Hoewel tumor angiogenese in principe de 
mogelijkheid voor leukocyten om een interactie aan te gaan met de  vaatwand binnen de rurnor 
vergroot, is ook bekend dat de blootstelling van endotlseelcellen aan angiogene Factoren 
[geproduceerd door tumorcellen, zoals VEEF en bFGE) de expressie van adhesiemoheculen op E-iel 
endotheel verlaagt en  daarmee zowel Sn vitf'o als in vSvo leidt tot een daling in leukocyt-vaatwand 
interacties. Bovendien blijkt de  opregulatie van endotheliale adhesieincaleculer~ door pi'o- 
Inflamrnatoire cytokjnen geremd te worden in een ariglogeen milieu [ook wel endotlieelceli anergie 
genoemd). Bovenstaande mechanismen spelen waarschijnlijk een roP bij heir ontsnappen van een 
tumor aan het Immuunsysteem. Het eersle hoofdstuk w o r d ~  afgesloten met een over zich^ van de 
inhoud van het proefschrift. 
Voor de experimenten die beschreven slaan in I"sooiS$stakken 2 en 3 hebben we een nieuw 
muismodel ontwikkeld, waarin angiogenese en leukocyt-vaatwand interacties op een niet-inwasieve 
wijze bestudeerd kunnen worden, zowel binnen als buiten een luinon: Me1 behulp van inU"avilaa1 
microscopie zijn leukocyt-vaatwand I~tesacties in vwo in venunen in de huid van een muizenoor 
bestudeerd, zowel in nieuw-gevormde vaten in de twrnor als In gezonde vaten builen dc lurnos. 131 
het tweede hoofdstuk warden experimenten beschreven die zajn uitgevoerd in een syizgeeri muis 
model (C57BIJ6 muizen met een B16FIO melanoom) en in een allogeen muismodel ijSwissJi?ude 
muizen met een humaan LS1741' colon carcinoom). De bevindingen tonen aan dat het i~iareau van 
leukocylt-vaatwand interacties in tumorvaten s~pificant lager is clan in gezonde walen bullen de 
tumor. De verminderde leukocyt-vaatwand inreracties in ttimor vaten bleken veroorzaaki te worden 
door een verlaagde expressie van aclhesiemolec~~len op de endotheelcellen, en niet op de Oeulcocylen 
zelf. Analyse met behulp van FACS lier namelijk zien d a t  de 1CRM-I expressie op tumor 
endotheelcellen lager is dan op eisdolheelcellen verkregen uit gezond muizenweef~el. Daarnaast 
werd in deze studie voor de eerste keer aangtoond dat een groile tumor een systemisch effect 
h e e k  in muizen met een g o t e  tumor op de Bank was het aantal leukocyt-vaatwand isiteraclies 11 
bloedvaten in de oorhuid lager dan in gezonde muizen. Dit systern~sch effect was wel ~ninder 
uitgesproken dan de situatie in de eumor zelf; de adhesie van leukocylen aan de vaalwand was 
slechts gedeelteiijk verlaagd, t e m i l  in tumor vaten het niveau van leukocyten adhesie bijna tot hel 
nulpunt gedaald was. We concluderen uir deze resultaten dat tumoren mechmismerr hebben 
ontwikkeld om te oniisnappen aan her immuunsysteem. 
Indien de  tumor andogenese mede veranrwoordelijk is voor het feit dat tumoren hei 
Immuunsysreen ~ni-pwijken, dan kan remming van d ~ e  mgogenese er wellicht voor zorgen dat 
tumoren weer detecteerbaar worden voor het immuumyszeem. Dit is dan ook de hypothese waarmee 
we tijdens de expedmeriten die beschreven staan in hoof&sfuk 3 hebben gewerkt. Zowel in vivo 
als ex YFYD [inzrauibd mmicroscopie, immunohisitolchemle en qRT-PCRJ en in vim (FACS anaiyses en 
qRTPCR) is gekeken naar de effecten van maogenece remming op leukocpvaatwand interacties 
en de expressie van adhesiemoleculen in tumor bloedvaten. De mgjogeneseremmers angmex. 
endosltatine en angiostaeine, maar ook het chemotherapeuticum paclitaxel stimuleerden op 
significante wijze de leukocytvaatwas~d interacties in tumor vaten door middel van opregulatie van 
de adhesiemolecuul expressie op endotheelcellen. Dit werd bevestigd door in vf0-o experimenten 
met gekweekte endotheelcellen, zowel op eiwit als mRWA niveau. De nieuwe an$ogeneseremmer 
angnew was het beste in staat de endotheelcel anerge op re heffen, wat resulteerde in een 
toegenomen infiltratie van leukocyten (CD451 en CD&+ cyrotoxische T-cellen in behandelde 
xumoren. De resultaten laten ook zien, dat niet iedere angiogeneseremmer in staat is leukocyt- 
vaatwand interacties in tumoren te doen toenemen [zoals geldt voor TNP-4701). Ook het 
chernotherapeuricilim ryclophosphairnlde slaagde er niet in de leukocyt-vaatwand interacties in 
tumoren significant te verhogen. De resultaten beschreven in dit hoofdstuk laten echter wel zien 
dat immuuntherapie tegen kanker wellicht verbeterd kan worden door te combineren met remming 
van angiogenese. 
In Kaposi's Sarcoma, een vorm van kanker die vaak wordt gezien in. AIDS-pat3ënLen, Is het 
niveau van leukocyr-vaatwand interacties hoog en wordt veelal een grote infiltratie gezien van 
monocyten en T-cellen, dit in tegenstelling tot de situatie in veel andere tumoren. In de experimenten 
beschreven in het vierde hoofdstuk laten we zien dat het HIV1 TaL proteïne (een regulatoir elwit 
van HIV-I, afgegeven door geïnfecreerd cellen] en TNFa (een inflammatolir cytokune dat verhoogd 
is in het serum en in de weefsels van HW-l geïnfecteerde individuen) op spergistkche wijze de 
adhesie van leukocylen aan het endotheel stimuleren, zowel in vifro als in vivo. Dit effect kan 
toegeschreven worden aan HIV-II Tat, aangezien m e e  andere eiwitten, H W 1  Nef en HIV1 ~ 4 1 ,  
geen effect op leukocyt-vaatwand interacties bleken te hebben. Met behulp van kn vitm adhesie 
experllnenten met mononuclealre perifere bloedcellen gevolgd door een FACS analyse, is aangeloond 
dal 14lV-i 'lat bovendien selectief de adhesie van T-cellen en monocyten stimuleert, maar niet van 
B-cellen. Intravitaal n~icroccopie bevesiligde de synergistische activiteit van H W I  Tat en TNFcA op 
1eukocyt.vaatwand interackics vivo. Deze data laten zien dat H lv 2 Tat in combinatie met TNFa 
een bijdrage LOL( kunnen leveren aan de cardiovasculaire ziekten die vaak optreden in AIDS 
patienteii, en daarnaast ook aan de extravasarie var, aicellen en monocyten die een belangrijke rol 
speelt bij Izet oritstaa1-1 en de progressle van lesies behorend bij Kaposi's Sarcoma. 
De rol van een immuuniirfillr'aat tijdens de progressie en metastasering van kanker wordt tot 
op de dag van vandaag betwisl. Vaak wordt de aanwezigheid van zo'n infiltraat geassocieerd met 
een verbelerde prognose en een verhoogde overlevingskans voor kanker patienten. Echter 
I~nin~iunceìlen wordeii ook wel beschreven als cellen die de tumor assisteren met betrekking tot 
proliferatie en metastasering. Tuii~or geassocieerde macrofagen (TAMs] zijn bijvoorbeeld op 
syrnbiodsche wijze verbonden me2 tuinorcellen; tumorcellen rekruteren TAMs en zorgen voor hun 
overleving, reïwijl TAMs op hun beurt diverse angiogene factoren produceren die de tumor helpen 
zich verder te ontwikkelen. Hoofdstuk 5 i s  een review van de huidige stand van zaken in het 
oi-idet-zoek naar de satnenstelling van een irnrniuuninfiltraar in tumoren en naar de an@ogene en 
anfi-mglogene eigenschappen van geïnfiltreerde immuuncellen. Speciale aandacht iwordt besteed 
aan de met mgiogenese geassocieerde actîviteiten van TAMs. Er is weinig bekend over de anci- 
a iz~ogene  ignschappen van TM$, maar we weten wel dat ze ve,rschillende anti-anglogene factoren 
produceren, zoals IL-12, 1L-l8 en matrix metalloprorelnase-l2 (MMP-121. Er is nee r  bekend over 
d e  mgiogene eigenschappen van T M s  (zoals de prodrictie van K- l ,  VEGF, 1L-8, bFGE TNFn en 
MMP-91. Dergelijke kennis zou bij kunnen dragen aam de ontzvkHeling van nieuwe iiiage1ijkhedei1-1 
om deze eigenschappen tegen te gaan en zo te komen tot een nieuwe methode om kanker te 
behandelen. De ontwikkeling van immuun- en gentherapieEi? waarbij gebruik wordt gemaakt van 
T W s  wordt ook in dit hoofdstuk beschreven. Het feil dat  inacrofagen in staat zijn tumoren te 
inlikreren zou gebruikt kunnen worden om ilieuwe iinn?uuntherapewt1sche Benaderinge11 te 
onim~kkelen voor de behandeling van kanker. Echter, immuuntherapie is tot op heden nlet zo 
effectief gebleken als tevoren gedacht; wellicht zou een gelijktijdige behandeling met angiapese 
remmers hier een oplossing kunnen bieden. 
De remming wan angiogenese is een veelbelovende manier om kanker te behandelen, maar 
zou ook toepasbaar kunnen zijn voor andere ziekten zoals diabetes, reurnatoïde arlnltis en hart- en 
vaatziekten. In een tumor remmen anti-aiigiogene factoren niet alleen de vormiiig van nieuwe 
bloedvaten (om zodoende de mmor uit te hongeren), maar ze maken de tumor ook meer taegai~kelijk 
voor het immuunsysteem, aangezien ze een stimulerend effect hebben op lecrkcacyt-vaiatwarid 
interacties. De combinatie van angiogeneserernrners en conven.Lionele immuuntherapie is een 
veelbelovende manier om de effectiviteit van de behandeling van kanker te verlloge~z. 
